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ACE  ; Angiotensin-converting enzyme 
ARB  ; AngiotensinII Receptor Blocker 
ATV  ; Atorvastatin 
AUC  ; Area under the curve 
BCRP  ; Breast cancer resistance protein 
Cmax  ; Maximum concentration 
CYP  ; Cytochrome P450 
DDI  ; Drug-drug interaction 
DHEAS   ; Dehydroepiandrosterone sulfate 
EMA  ; European Medicines Agency 
FDA  ; Food and Drug Administration 
HMG-CoA ; 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 
KHB  ; Krebs-Henseleit buffer 
LC-MS/MS ; Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
LST  ; Liver-Specific Organic Anion Transporter 
MATE   ; Multidrug and toxin extrusion 
NTCP  ; Sodium-dependent taurocholate co-transporting polypeptide 
OAT  ; Organic anion transporter 
OATP  ; Organic anion transporting polypeptide 
OCT  ；Organic catiion transporter 
P-gp  ; P-glycoprotein 
PGT  ；Prostaglandin transuporter 
PRV  ; Pravastatin 
PTV  ; Pitavastatin 
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RIF  ; Rifampicin 









間で 15名の死者を出した 1, 2)。また、mibefradilは薬物代謝酵素阻害により、市販後に多




候補化合物の有効性・安全性評価の一部として DDI を検討し、生じる可能性のある DDI









踏まえて、2012年 2月に米国の Food and Drug Administration (FDA)から DDIに関する
ドラフトガイダンス 6)が、2012 年 6 月に EUの European Medicines Agency (EMA) よ
り DDI ガイドライン 7)が改訂された。日本からは「医薬品開発と適正な情報提供のための





























Fig I-1  Selected human transport proteins for 
drugs and endogenous substances in intestinal 
epithelia9). 
Those coloured in gray indicate that the 
transport proteins are of importance for drug 
absorption. Intestinal epithelia contain in their 
apical (luminal) membrane several uptake 
transporters including  one or more members 
of the organic anion transporting polypeptide 
(OATP) family; peptide transporter 1(PEPT1); ileal 
apical sodium/bile acid co-transporter (ASBT); 
and monovarboxylic acid transporter 1 (MCT1).  
The apical ATP-dependent efflux pumps include 
multidrug resistance protein 2 (MRP2);  breast 
cancer resistance protein (BCRP); and 
P-glycoprotein (P-gp).  The basolateral 
membrane of intestinal epithelia contains 
organic cation transporter 1 (OCT1); heteromeric 















































Fig. I-2  Selected human transport proteins for drugs and endogenous substances 
in hepatocyte9). 
Those coloured in gray indicate that the transport proteins are of importance for 
drug distribution and excretion. Human hepatocyte uptake transporters in the 
basolateral (sinusoidal) membrane include the sodium/taurocholate co-transporting 
peptide (NTCP); organic cation transporter 2 (OCT2); three members of the OATP 
family (OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1); organic anion transporter 2 (OAT2) and 
OAT7; and OCT1.  Efflux pumps in the hepatocyte basolateral membrane include 
MRP3, MRP4 and MRP6.  Apical (canalicular) efflux pumps of the hepatocytes 
comprise P-gp;  bile-salt export pump (BSEP); BSEP; and MRP2. In addition, 



































Fig I-3  Selected human transport proteins for drugs and endogenous substances in 
kidney proximal tubules9). 
Those coloured in glay indicate that the transport proteins are of importance for 
drug distribution and excretion.  Kidney proximal tubules contain in the apical 
(luminal) membrane OAT4; urate transporter 1 (URAT1); PEPt1 and PEPT2; MRP2 
and MRP4; MATE1 and MATE2-K; P-gp; organic cation/ergothioneine transporter 
(OCTN1); and organic cation/carnitine transporter (OCNT2).  Basolateral uptake 
transporters in proximal tubule epithelia include OATP4C1; OCT2; and OAT1, 

















抗不整脈薬 quinidineが強心薬 digoxinの血漿中濃度を上昇させる例のように P-gpを
介した DDIは以前から知られていたが 10, 11)、トランスポーターを介した DDIの重要性が




て高頻度で横紋筋融解症が発症した 14-17)。さらに、cyclosporin Aが cerivastatinの血中濃
度を上昇させることも報告されていた 12)。Cerivastatin血中濃度上昇機構は cyclosporin A
による cerivastatin の OATP1B1 を介した肝取り込み阻害が原因であることが示唆された
18)。Gemfibrozilとの DDIについても、主な原因は gemfibrozilおよびそのグルクロン酸抱
合体による CYP2C8 阻害と考えられているが、OATP1B1 阻害も一部寄与することが示唆
されている 19, 20)。また、cyclosporin Aと他の OATP基質（HMG-CoA還元酵素阻害剤、
bosentan、repaglinide）との臨床 DDI試験が多数報告されている。HMG-CoA還元酵素阻
害剤である atorvastatin、fluvastatin、lovastatin、pitavastatin、pravastatin、rosuvastatin、
simvastatinは cyclosporin Aとの併用により AUCが 2.6倍から 15倍に上昇する 21-30)。ま
た、cyclosporin A との併用により bosentan の AUC は 2 倍に上昇し 31)、repaglinide の
AUCは 2.4倍に上昇するとの報告もある 32)。OATや OCTなど他のトランスポーターを介
した DDIによる基質の AUCの上昇は 2倍以下 33-42)であることから薬物トランスポーター
の中でも特にOATPを介したDDIを医薬品開発の過程で適切に評価することが重要である。 
OATP は小腸、肝臓、腎臓、脳などの細胞膜に発現し、内因性化合物や薬物の細胞内
への取り込みを担う薬物トランスポーターである 43, 44)。最初の OATP 分子の同定は 1994










3A1（OATP-D）、4A1（OATP-E）、4C1、5A1、6A1 の 11分子種が報告されている 52-54)。









ことが明らかにされている 45, 51, 55, 58-62) 。 
OATPを介した DDIの検討ついて、アフリカツメガエル卵母細胞や HEK293細胞を用
いた OATP発現系など in vitroの試験系が報告されている 58, 59)。また単離した肝細胞を用
いた試験系や OATP と MRP2 もしくは BCRP のような排泄型トランスポーターを
MDCK-II細胞のような極性細胞に共発現させたダブルトランスフェクタントを用いた試験








いる 6-8)。定量的な DDI予測には in vitroから in vivoをつなぐ手段が必要であり、ヒトで









みの種差およびカニクイザルを用いた in vivo DDI 試験により、カニクイザルの
OATP1B1/1B3を介したヒトでの DDI予測のモデル動物としての有用性について評価した。
第三章では初期の臨床試験でOATP1B1/1B3を介したDDIのリスク評価を実施することを
目的に DDI バイオマーカーとして内因性化合物である dehydroepiandrosterone sulfate 
（DHEAS）の有用性について評価した。まずはヒトとカニクイザルの肝細胞を用いて
DHEAS の肝取り込みの種差について検討し、次いでカニクイザルの DHEAS の血漿中濃
度に与える RIF（OATP 阻害剤）の影響を検討した。本研究によりカニクイザルが







第二章 OATP を介した DDI予測におけるカニクイザルの有用性に関する検討 


















ける DDI研究はヒト試料を用いた in vitroの試験が提示されている 6-8)。 









性を示した 71)。トランスポーターを介した DDIに関しても OAT3を介した腎尿細管分泌で
のDDI予測に probenecidを基質としたカニクイザルが適していることがTaharaらによっ
て示された 72)。しかし、本研究開始時点では OATPを介した DDIの動物モデルはげっ歯類


















rifampicin（RIF）の阻害の影響の種差を in vitroで評価した。In vivo試験では OATP基
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質として rosuvastatinと OATP阻害剤として RIFをモデル化合物として用い、カニクイザ





第 2節 実験材料および実験方法 
第 1項 材料および試薬 
Atorvastatin calcium trihydrateとmidazolamはWako Pure Chemical Industries 
(Osaka, Japan)から購入した。Rifampicin (RIF)は Sigma Aldrich (St. Louis, MO)から、
pitavastatin calcium, rosuvastatin calcium およ び fluvastatin sodium は LKT 
Laboratories (St. Paul, MN) から、pravastatin sodium は Tokyo Chemical Industry 
(Tokyo, Japan)から入手した。[3H]Estradiol 17β-D-glucuronide ([3H]E2-17βGA, 34.3 
Ci/mmol) 、 及 び [3H]estrone sulfate, ammonium salt ([3H]ES, 45.6 Ci/mmol) は
PerkinElmer (Boston, MA)から入手した。[3H]Rosuvastatin calcium ([3H]rosuvastatin、
10 Ci/mmol)、 [3H]atorvastatin calcium ([3H]atorvastatin、10 Ci/mmol)、[3H]pitavastatin 
calcium ([3H] pitavastatin、5 Ci/mmol)、[3H]pravasatin sodium salt ([3H]pravastatin、5 
Ci/mmol)は American Radiolabeled Chemicals, Inc (St. Louis, MO)から購入した。ヒト肝
細胞 (pool of 20, mix gender)および雄カニクイザル肝細胞 (pool of 3)は Xenotech, LLC  
(Lenexa, KS, USA)から購入した。その他の試薬は市販の特級品または生化学用を使用した。 
 




実施した。雄カニクイザルは Guangxi Handsome Experimental Primates Farming 
Development Co., Ltd. (Guangxi, China)から購入した個体を使用した。カニクイザルは温
度と湿度が管理 (24 ± 3°C and 50 ± 20%)された部屋で一日当たりの照明 12時間の人工照




第 3項 OATP基質の肝細胞取り込みの種差比較 
購入したヒトおよびカニクイザル肝細胞はHepatocyte Isolation Kit (Xenotech, LLC)
を用いて、添付のプロトコールに従って融解し、生細胞を単離した。Krebs-Henseleit buffer 
(118 mM NaCl、5 mM KCl、1.1 mM MgSO4、2.5 mM CaCl2、1.2 mM KH2PO4、25 mM, 
NaHCO3、10 mM glucose、10 mM HEPES, pH7.4, KHB)を用いて 2.0 × 106 cells/mLに
調製した細胞懸濁液を 37℃の恒温槽で 5分間プレインキュベーションし、等量の放射能標
識された各基質溶液を添加することで肝細胞取り込みを開始した。基質は OATP の基質と
して報告されている [3H]atorvastatin（最終濃度 10 nM）、 [3H]pitavastatin（最終濃度
20 nM）、 [3H]pravastatin（最終濃度 20 nM）、 [3H]rosuvastatin（最終濃度 10 nM）、 










78-81)。つまり反応後の溶液（100 μL）を 2 N NaOHに hepatocyte filtration oilを重層したマイ
クロチューブ(Hepatocyte Transporter Suspension Assay Kit, BD Biosciences [San Jose, CA]、Fig. 
II-1参照)に移し、卓上遠心器で 30秒遠心分離（14000×g）することにより取り込みを停止






























の細胞が溶解した NaOH層を液体シンチレーションバイアルに移した。バイアルに 100 μL 
2N HClを加えて中和した後、5 mLの液体シンチレーションカクテル ハイオニックフロー 
(Packard)を加えた。よく混合した後に放射活性を液体シンチレーションカウンター(Accu 







第 4項 Rosuvastatinの肝細胞取り込みの種差 
基質に[3H]rosuvastatin（最終濃度 10 nM）を用いて第 3項と同様にヒトおよびカニク




第 5項 Rosuvastatinの肝取り込みに対する OATP阻害剤の影響 
各種阻害剤を含む[3H]rosuvastatin 溶液を調製し、第 3 項と同様にヒトおよびカニク
イザルの肝細胞の取り込み試験を実施した。つまり、第 3項にしたがって調製した 2.0 × 106 
cells/mLの細胞懸濁液に各種阻害剤を含む[3H] rosuvastatin溶液（最終濃度 10 nM）を添
加し、0.5 または 2 分間インキュベーションした。オイルレイヤー法により反応を停止し、
その後の処理は第 3 項にしたがって実施した。阻害効果はコントロールに対する取り込み




第 6項 Rosuvastatinの肝取り込みに対する RIFの影響 
各濃度の RIFを含む[3H] rosuvastatin溶液を調製し、第 3項と同様にヒトおよびカニ
クイザルの肝細胞の取り込み試験を実施した。つまり、第 3項にしたがって調製した 2.0 × 




第 7項 カニクイザルを用いた DDI試験 
OATP1B1/1B3を介した in vivoにおける DDIを検討するため、カニクイザルを用い
て、rosuvastatinの体内動態に RIFが与える影響を評価した。本評価では同じ 4 頭のオス
のカニクイザルを用いた。各投与は 13 日間の休薬期間を置いて実施した。第 1 期では 5 
mg/kgの rosuvastatin calcium（以下、rosuvastatin）を単回経口投与した。第 2期では 5 
mg/kgの rosuvastatinの単回経口投与の 5分前に、10 mg/kgのRIFを単回経口投与した。
投与後の所定時間に橈側皮静脈又は伏在静脈から採血し、2100×g、4 °Cで 15 分間遠心し、
血漿を採取した。rosuvastatinの分解を止めるため、得られた血漿の一部に等量の 0.1% acetic 
acidを加えた。血漿および 0.1% acetic acidを加えた血漿は分析まで -20 °Cで保存した。 
 
第 8項 カニクイザル血漿中 rosuvastatinおよび RIF濃度測定 
カニクイザル血漿中の rosuvastatinおよびRIFの濃度測定は除タンパクにより前処理し、
LC-MS/MSにて測定した。Rosuvastatin の測定は 50 μLの 0.1% acetic acidを加えた血漿に
200 μLの fluvastatinのメタノール溶液（I.S.溶液：100 ng/mL）を、RIFの測定は 50 μLの血
漿に 200 μLの rifapentineのメタノール溶液（I.S.溶液：100 ng/mL）を加えてよく混合した
後に 13000 rmp、4 °Cで 5分間遠心分離した。遠心後の上清 100 μLに 10 mMギ酸アンモ
ニウムを 100 μL添加し、LC-MS/MSに注入した。LC-MS/MSは Agilent 1290 Infinity LC シ
ステム（Agilent technologies, Santa Clara, CA）および Triple Quad™ 5500 LC/MS/MS システム
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(AB SCIEX, Framingham, MA)、または Agilent 1200 LC システム（Agilent technologies, Santa 
Clara, CA）および API3000 LC/MS/MS システム(AB SCIEX, Framingham, MA)を使用した。
カラムは ACQUITY UPLC BEH C18 Colum (1.7 μm 2.1 mm×30 mm, Waters, Milford, MA) を
用い、40 °Cで使用した。移動相には 10 mMギ酸アンモニウム (A) 及び アセトニトリル 
(B) を用い、流速は 0.3 mL/min とし、グラジエント条件は rosuvastatin 測定時には gradient 
[min, B%] = [0, 10]-[3, 90]-[4, 90]-[4.1, 10]-[6,10]とし、RIF測定時には、アイソクラティック
で 10 mMギ酸アンモニウム：アセトニトリル＝65：35とした。質量分析器はエレクトロス
プレー法のポジティブイオンモードを使用し、各化合物の測定条件は、(m/z: precursor ion → 
product ion): rosuvastatin (482.1 → 258.1)、fluvastatin (412.2 → 224.1)、RIF（823.5 → 791.4）、






第 3節 結果 
第 1項 OATP基質の肝細胞取り込みの種差比較 
 OATPの基質として報告されている atorvastatin、pitavastatin、pravasatin、rosuvastatin、
estradiol 17β-D-glucuronide、および estrone sulfateのヒトおよびカニクイザル肝細胞へ
の取り込みを評価した。OATP1B1や OATP1B3のようなトランスポーターを介する膜透過
は、低温下で低下する。そこで OATP 基質のトランスポーターを介した肝取り込みおよび
受動拡散による細胞内移行を評価するために 37℃および 4℃で実施した。いずれの OATP
基質においても 4℃より 37℃において高い取り込み活性を示したことから、ヒトおよびカ
ニクイザル肝細胞へのトランスポーターを介した取り込みが示唆された（Fig. II-2）。本研





も OATP1B1 や OATP1B3 などヒトに類似した取り込み機構の存在が示唆された。
[3H]Pravastatin をのぞき、初期取り込みクリアランス値はカニクイザルの方が高かった









Fig. II-2 OATP substrates uptake by isolated hepatocytes from human (left) and 
monkey (right). The uptake was determined at 37oC (●) and 4oC (○). Each point 
represents the mean ± S.E. (n = 3).  ATV; atorvastatin, PTV; pitavastatin.  
 
Human ： ATV Monkey ： ATV









































































Fig. II-3  OATP substrates uptake by isolated hepatocytes from human (left) and 
monkey (right). The uptake was determined at 37oC (●) and 4oC (○). Each point 
represents the mean ±  S.E. (n = 3). PRV; pravastatin, PTV; pitavastatin, 





















































Human ： E2-17βG Monkey ： E2-17βG









































































































uptake CL in Human hepatocytes
(μL/min/106 cells)
Table II-1  
Comparison of uptake clearance in human with monkey hepatocytes  
 
  uptake CL 
  (μL/min/106 cells) 
  Human Monkey 
[3H]ATV 37.9  71.2 
[3H]PTV 64.2 125.9 
[3H]PRV  6.0   2.4 
[3H]RSV  9.6  29.2 
[3H]E2-17βG  7.7  13.3 
[3H]ES 77.0 149.1 
ATV; atorvastatin, PTV; pitavastatin, PRV; pravastatin, RSV; rosuvastatin, 




第 2項 Rosuvastatinの肝細胞取り込み 
Rosuvastatinは OATPを介して肝に取り込まれた後、代謝を受けずに未変化体のまま
排泄される。そのため DDI研究において酵素阻害の影響を考慮せずにトランスポーターを
介した DDI 評価が可能な基質と考えられ、rosuvastatin を OATP のモデル基質として選
択し、今後の検討に用いた。ヒトおよびカニクイザル肝細胞を用いて[3H]rosuvastatinの取










Fig. II-5  Time profiles of [3H]rosuvastatin by isolated hepatocytes from human 
(left) and monkey (right).  The uptake was determined at 37oC (●) and 4oC (○). 


























第 3項 Rosuvastatinの肝取り込みに対する OATP阻害剤の影響 
Gemfibrozil、clarithromycin、eltrombopag、rifamycin、sulfobromophthalein はヒ
ト OATP1B1および OATP1B3に対する阻害作用が報告されており、ヒト OATP1B1に対
する IC50値はそれぞれ 10 μM82)、96 μM 83)、2.7 μM 84)、0.23 μM 85)および 0.18 μM 86)で
あり、gemfibrozil、clarithromycin、rifamycin、sulfobromophthalein のヒト OATP1B3
に対する IC50値はそれぞれ >200 μM 87)、56 μM 88)、3 μM 89)および 0.65 μM 90)である。溶
解度を勘案してヒト OATP1B1 または OATP1B3 に対する IC50値より高い濃度を設定し、











Fig. II-6  Inhibitory effects of OATP inhibitors on rosuvastatin uptake by isolated 
hepatocytes from human (left) and monkey (right). Each point represents the mean 





第 4項 Rosuvastatinの肝取り込みに対する RIFの影響 
RIFはヒト OATP1B1/1B3に対して強い阻害（IC50  =  0.94 - 11.9 μM）を有するこ
とが多数報告されている 91-94)。また臨床 DDI 試験においても RIF は併用により
OATP1B1/1B3の基質である atorvastatin、pitavastatin、pravastatinの AUCをそれぞれ
6.8-8.5倍 95、96)、6.7倍 97)、2.3倍 98)に上昇させることが報告されており、in vivoにおいて
も OATP1B1/1B3 を強く阻害することが示唆されている。以降の検討では RIF を
OATP1B1/1B3のモデル阻害剤として用いた。 
ヒトおよびカニクイザル肝細胞の[3H]rosuvastatin の取り込みに対する RIF の影響を
評価した結果、RIFはヒト肝細胞およびカニクイザル肝細胞の[3H]rosuvastatinの取り込み
活性に濃度依存的な阻害を示し、IC50 値はヒト肝細胞およびカニクイザル肝細胞でそれぞ
れ 2.85 μMおよび 0.229 μMであった。RIFはヒトの OATP1B1/1B3と同様に、カニクイザ














Fig. II-7  Inhibitory effects of RIF on [3H]rosuvastatin uptake by isolated 
hepatocytes from human (left) and monkey (right).  Each point represents the mean 
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まず、5 mg/kgの rosuvastatinを単独で雄のカニクイザル 4匹に単回経口投与し、13 
日間の休薬期間を経て、同じカニクイザル 4頭に 5 mg/kgの rosuvastatinと 10 mg/kgの
RIFを単回経口投与した。経時的に採血し、LC-MS/MSを用いて rosuvastatinの血漿中濃
度を測定した。血漿中濃度推移を Fig. II-8に、薬物動態パラメータを Table. II-2に示す。
Rosuvastatin単独投与群（Control）と 10 mg/kgの RIFを併用した群で Cmaxは約 6.6倍
上昇（ｐ＝0.053）し、AUCは約 3.5倍上昇（ｐ<0.05）した。RIFの濃度推移を Fig. II-9




0.5時間から 8時間までの RIFの遊離濃度は第 4項で得られた IC50値を上回ることが示さ









Fig.II-8  Effect of RIF on plasma concentration-time profiles of rosuvastatin after 
oral administration to male cynomolgus at dose of 5 mg/kg (○, control; ■, with 10 
mg/kg RIF). Each point represents the mean ± S.D. (n = 4). RSV; rosuvastatin, RIF; 




■：RSV + 10mg/kg RIF






















Table II-2  Pharmacokinetic parameters of rosuvastatin after oral administration  
with or without RIF (10 mg/kg) in cynomolgus monkeys  
Each value represents the mean ± S.D. (n=4). 
 
Rosuvastatin (5 mg/kg) Control   + 10 mg/kg RIF 
PK parameters mean ± S.D. 
 
mean ± S.D. 
Cmax ng/mL    40.1 ± 22.8   267 ± 201 
 AUC0-24 h*ng/mL 468 ± 252 
 
1660* ± 795 * 
AUCinf h*ng/mL 489 ± 255 
 
1667* ± 797 * 
tmax hr     5.0 ± 2.0 
 
  2.1 ± 1.4 
 t1/2 hr     5.3 ± 1.0    3.1 ± 0.2  
*p < 0.05, compared to the control values obtained without RIF administration 
 
Fig.II-9  Plasma concentration-time profiles of RIF after oral administration to 



































準として in vitro阻害試験で得られた IC50値が臨床でのCmaxよりも 10倍以下、つまりCmax 
/ IC50 ＞0.1が定められている。欧州では肝流入遊離体最大濃度（[I]u,inlet,max） / IC50 ＞0.04、
日本では[I]u,inlet,max / IC50 ＞0.25と基準に違いがあるものの、これは臨床 DDI試験の実施
の可否を判断する基準であり、実際の DDIの程度を予測するためのものではない。したが
って in vitroからの DDI予測は被相互作用薬の吸収、分布、代謝、排泄過程を十分に勘案
した上で、阻害剤の阻害能や in vivoでの濃度推移、時には組織中濃度から、被相互作用薬
への影響を考える必要があり、DDI 予測の精度には限界がある。このような背景から臨床
での DDIを予測できる in vivoの DDI評価系が望まれていた。本研究では OATP1B1/1B3
を介した DDI予測のモデル動物としてカニクイザルを用いることができるかどうかを評価
するため、肝細胞を用いた in vitro試験およびカニクイザルを用いた in vivo試験を実施し
た。 





次に OATP1B1/1B3を介した DDIのモデル基質として rosuvastatin、モデル阻害剤と
















デル基質として rosuvastatin が、モデル阻害剤として RIF を使用することの妥当性が in 
vitro試験から確認された。 
カニクイザルとヒトの間で OATP1B1および OATP1B3 の遺伝子配列並びにアミノ酸
の配列相同性が高いとの報告がある 73, 74)。前述の in vitroの結果と併せて、カニクイザル
が OATP1B1/1B3 を介した DDI のモデル動物として有用であることが考えられ、
rosuvastatin（モデル基質）と RIF（モデル阻害剤）との併用による DDIを検討した。カ
ニクイザルにおけるDDI試験は 5 mg/kgの rosuvastatinの単回経口投与時に 10 mg/kgの
RIFを単回経口投与で併用した。併用投与時のRIFの血漿中濃度は in vitroで得られた IC50







スポーターとして、OATP1B1/1B3 以外に OATP2B1 や sodium-dependent taurocholate 
co-transporting polypeptide (NTCP)が報告されている, 101-104)。OATP2B1に関してはその
発現量は OATP1B1 や OATP1B3 と比較して低いことがヒトおよびカニクイザルで報告さ
れているため、その寄与は低いと考えられる 100, 101)。一方、ヒト肝細胞においてNTCPは
rosuvastatinの肝取り込みに約 35%の寄与があると報告されている 102)。カニクイザル肝細
胞における rosuvastatin 取り込みに対する NTCP の寄与は不明であるが、RIF のヒト










を介した in vivo DDI の評価モデル動物として有用であることを報告した 107)。また、



















第三章 OATP を介した DDI 予測における DHEAS のバイオマーカーとしての有用性
に関する検討 
第 1節 諸言 
臨床における DDIは被相互作用薬と相互作用薬を併用することにより評価することが
一般的である。しかしながら、臨床で追加の DDI試験を実施することなく、臨床 Phase I
試験の中で DDIを評価できれば、早期に DDIリスクについて判断することができ、臨床試
験計画の立案ならびに安全な臨床試験の推進に極めて有用である。 
臨床 Phase I試験の中で DDIを判断する手法のひとつとして、DDIのバイオマーカー
となる内因性化合物を用いた評価が挙げられる。従来、尿中の 6β-hydroxycortisolがCYP3A





の基質となる内因性化合物として、抱合型および非抱合型の bilirubin、cholic acid や
Taurocholic Acid などの胆汁酸類、estradiol-17β-glucuronide や estrone-3-sulfate や
dehydroepiandrosterone sulfate（DHEAS）などのステロイド抱合体、leukotrienes C4、
E4、 prostaglandin E2、 thromboxane B2 などのエイコサノイド、 thyroxine や






発現が認められている prostaglandin transporter（OATP2A1）への親和性が高く 117)、甲
35 
 
状腺ホルモンも monocarboxylate transporter（MCT）や脳や精巣に発現する OATP1C1
への親和性が高く 118)、不適と考えられた。ステロイドホルモンの抱合代謝物である















dehydroepiandrosterone に再変換されるため、DHEAS と dehydroepiandrosterone の間
で平衡状態にある。血液中での dehydroepiandrosterone存在比率は DHEASの 1%程度で
あり、sulfataseによる脱硫酸化は DHEASの血中濃度にあまり影響を与えないと考えられ
た。DHEASはヒトにおいて OATP1B1および OATP1B3をはじめ複数の OATP分子の基
質になることが報告されている 46, 123-125)。しかし、同時に胆汁酸トランスポーターである
NTCPの基質にもなり、その寄与は不明である。したがって DHEAS の肝取り込みにおい




























はヒトおよびカニクイザル肝細胞を用いて、DHEAS が OATP1B1/1B3 を介して肝に取り






第 2節 実験材料および実験方法 
第 1項 材料および試薬 
Atorvastatin calcium trihydrateとmidazolamはWako Pure Chemical Industries 
(Osaka, Japan)から購入した。Dehydroepiandrosterone sulfate sodium salt dehydrate 
(DHEAS)、dehydroepiandrosterone-2, 2, 3, 4, 4, 6-d6 sulfate sodium salt dehydrate 
(DHEAS-d6)および RIF は Sigma Aldrich (St. Louis, MO)から pitavastatin calcium、 
rosuvastatin calciumおよび fluvastatin sodiumはLKT Laboratories (St. Paul, MN)から、
pravastatin sodium は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)から入手した。 
[3H]Dehydroepiandrosterone sulfate, sodium salt ([3H]DHEAS) (70.5 Ci/mmol)は
PerkinElmer (Boston, MA)から入手した。ヒト肝細胞(pool of 20, mix gender)および雄サル
肝細胞(pool of 3)は Xenotech, LLC (Lenexa, KS, USA)から購入した。その他の試薬は市販
の特級品または生化学用を使用した。 
 




実施した。雄カニクイザルは Guangxi Handsome Experimental Primates Farming 
Development Co., Ltd. (Guangxi, China)から購入した個体を使用した。カニクイザルは温
度と湿度が管理 (24 ± 3°C and 50 ± 20%)された部屋で一日当たりの照明 12時間の人工照
明下で飼育した。餌は市販のサル用飼料 (PS-A type; Oriental Yeast Co., Ltd.)を与えた。 
 
第 3項 DHEASの肝細胞取り込み 




(118 mM NaCl、5 mM KCl、1.1 mM MgSO4、2.5 mM CaCl2、1.2 mM KH2PO4、25 mM, 
NaHCO3、10 mM glucose、10 mM HEPES, pH7.4, KHB)を用いて 2.0 × 106 cells/mLに
調製した細胞懸濁液を 37℃の恒温槽で 5 分間プレインキュベーションし、等量の
[3H]DHEAS溶液(0.2 μCi/mL)を添加することで肝細胞取り込みを開始した。取り込み時の
[3H]DHEAS濃度は 1.42 nmol/L (0.2 μCi/mL)および肝細胞濃度は 1.0 × 106 cells/mLとし
た。37℃または氷上で所定時間インキュベーションした後、反応液を 2 N NaOHに hepatocyte 
filtration oil を重層したマイクロチューブ(Hepatocyte Transporter Suspension Assay Kit, BD 
Biosciences [San Jose, CA])に移し、卓上遠心器で 30秒遠心分離（14000×g）することにより
取り込みを停止した。反応液の一部は反応溶液中の放射能濃度を測定するために 100 μLの
2N NaOHの入った液体シンチレーションバイアルに移した。遠心分離後のマイクロチュー
ブは NaOH 層に移行した細胞を溶解させるため、室温で 3 時間以上放置した。剃刀でオイ
ル層を切断し、下層の細胞が溶解したNaOH層を液体シンチレーションバイアルに移した。
バイアルに 100 μL 2N HClを加えて中和した後、5 mLの液体シンチレーションカクテル 
ハイオニックフロー (Packard)を加えた。よく混合した後に放射活性を液体シンチレーシ
ョンカウンター(Accu FLEX LSC 7400; Hitachi Aloka Medical, Tokyo, Japan)で測定した。 
肝細胞中の放射能量 (dpm/105 cells)を反応溶液中の放射能濃度（dpm/mL）で除し、
106 cells肝細胞当たりの取り込み量（μL/106 cells）を算出した。 
 
第 4項 DHEASの肝細胞取り込みに対する Na+依存性評価 
DHEAS のヒトおよびカニクイザル肝細胞への取り込みに対する Na+依存性評価は
KHB の NaCl と NaHCO3 を 5 mM KCl および 25 mM KHCO3 に置換した
KHB-Na+(-)(pH7.4)を用いて、第 3 項同様にオイルレイヤー法で実施した。即ち、第 3 項
に示した方法にしたがって KHBおよび KHB-Na+(-)を用いて調製した 2.0 × 106 cells/mL
の細胞懸濁液に[3H]DHEAS溶液を添加し、取り込みを開始した。取り込み時の[3H]DHEAS
濃度は 1.42 nmol/L (0.1 μCi/mL)および肝細胞濃度は 1.0 × 106 cells/mLで 2分間インキュ
39 
 





第 5項 DHEASの肝取り込みに対する RIFの影響 
各濃度の RIFまたは非標識体の DHEASを含む[[3H]DHEAS溶液を調製し、第 3項と
同様にオイルレイヤー法によりヒトおよびカニクイザルの肝細胞の取り込み試験を実施し
た。つまり、第 3 項に従って調製した 2.0 × 106 cells/mL の細胞懸濁液に RIF を含む
[3H]DHEAS 溶液(0.2 μCi/mL)を添加し、取り込みを開始した。取り込み時の[3H]DHEAS
濃度は 1.42 nmol/L (0.1 μCi/mL)および肝細胞濃度は 1.0 × 106 cells/mLで 0.5分または 3
分間インキュベーションした。その後の処理は第 3 項に従って実施した。初期取り込み活
性は 0.5分と 3.0分の取り込み量の傾きから取り込みクリアランス（μL/min/106 cells）を
算出した。 
 
第 6項 サルを用いた DDI試験 
DHEASの血漿中濃度に与える RIFの影響を評価した。本評価では同じ 4 頭のオスの
カニクイザルを用いた。各投与は少なくとも 13 日間の休薬期間を置いて実施した。第 1
期では 4つのスタチン｛atorvastatin calcium trihydrate（以下、atorvastatin）、pitavastatin 
calcium (以下、pitavastatin)、pravastatin sodium（以下、pravastatin）、rosuvastatin 
Calcium（以下、rosuvastatin）、各 1 mg/kg}およびmidazolam（1 mg/kg）を合わせたカ
クテル（以下、カクテル基質）を単回経口投与した。第 2 期ではカクテル基質の単回経口
投与の 5分前に、2 mg/kgの RIFを、第 3期ではカクテル基質の単回経口投与の 5分前に、
10 mg/kgの RIFを単回経口投与した。投与後の所定時間に橈側皮静脈又は伏在静脈から採
血し、2,100×g、4 °Cで 15 分間遠心し、血漿を採取した。スタチンの分解を止めるため、
40 
 
得られた血漿の一部に等量の 0.1% acetic acidを加えた。血漿および 0.1% acetic acidを加え
た血漿は分析まで -20 °Cで保存した。 
 
第 7項 カニクイザル血漿中 DHEASおよび試験薬の濃度測定 
カニクイザル血漿中の DHEAS、atorvastatin、pitavastatin、pravastatin、rosuvastatin
および midazolam の濃度測定は除タンパクにより前処理し、LC-MS/MS にて測定した。
Atorvastatin、pitavastatin、pravastatin、rosuvastatinの測定は 50 μLの 0.1% acetic acid
を加えた血漿に 200 μLの fluvastatinのメタノール溶液（I.S.溶液：100 μg/mL）を、DHEAS
の測定は 20 μLの血漿に 200 μLの DHEAS-d6のメタノール溶液（I.S.溶液：10 ng/mL）を加
えてよく混合した後に14,000×g、4 °Cで 5分間遠心分離した。遠心後の上清 100 μLに 10 mM
ギ酸アンモニウムを 100 μL添加し、LC-MS/MSに注入した。LC-MS/MSは LC-30AC HPLC
システム(Shimadzu, Kyoto, Japan)および QTRAP® 6500 LC-MS/MS システム(AB SCIEX, 
Framingham, MA)を使用した。カラムは ACQUITY UPLC BEH C18 Colum (1.7 μm 2.1 mm×30 
mm, Waters, Milford, MA) を用い、40 °Cで使用した。移動相には 10 mMギ酸アンモニウム 
(A) 及び アセトニトリル (B) を用い、流速は 0.3 mL/min とし、グラジエント条件は
gradient [min, B%] = [0, 10]-[3, 90]-[4, 90]-[4.1, 10]-[6,10]とした。Atorvastatin、pitavastatin、
およびmidazolamの測定時、質量分析器はエレクトロスプレー法のポジティブイオンモー
ドを使用し、各化合物の測定条件は、(m/z: precursor ion → product ion): atorvastatin (559.178 
→ 440.100)、fluvastatin (412.107 → 265.800)、midazolam（326.006 → 291.000）、pitavastatin
（422.086 → 290.100）とし、rosuvastatin、pravastatinの測定時、質量分析器はエレクトロス
プレー法のネガティブイオンモードを使用し、各化合物の測定条件は、(m/z: precursor ion → 
product ion): rosuvastatin (480.022 → 418.000)、fluvastatin (409.987 → 348.100)、pravastatin





第 3節 結果 
第 1項 DHEASの肝細胞取り込み 
ヒトおよびカニクイザル肝細胞を用いて[3H]DHEAS の取り込みを経時的に測定した。
両細胞とも 4°Cでは 0.5分から 5分にかけて取り込み量の増加はほとんどなかったが、37°C
では時間依存的な取り込みが認められ、DHEASの取り込みにトランスポーターが関与する
ことが示唆された。両細胞ともに 3 分まで直線性があったため、初期取り込み活性評価に
関する以降の検討の取り込み時間は 2分もしくは 3分とした。 
 
 
第 2項 DHEASの肝細胞取り込みに対する Na+依存性評価 





Fig. III-2 Time profiles of [3H]DHEAS uptake by isolated hepatocytes from human 
(A) and monkey (B). The uptake was determined at 37oC (●) and 4oC (○). Each 





 Hepatocytes uptake of [3H]DHEAS in KHB buffer and in Na+-free KHB buffer  
Each value represents the mean ± S.E. (n=3). 
    [3H]DHEAS uptake volume 
Species Buffer (μl/106 cells) 




Human Control (KHB) 121 ± 6 59 ± 2 62 
 
Na+ free buffer 139 ± 3 63 ± 2 76 
Monkey Control (KHB) 169 ± 8 83 ± 7 86 
  Na+ free buffer 124 ± 8 75 ± 7 49 
This assay was conducted to incubation for 2 min.  
も活性は低下しなかったが、カニクイザル肝細胞においては Na+非存在下の KHB 中で約
60%に活性が低下した。したがって、ヒトとは異なり、カニクイザル肝細胞における













第 3項 DHEASの肝取り込みに対する RIFの影響 
[3H]DHEASの肝細胞取り込みに対する OATP阻害剤である RIFの影響を評価した。
前章で述べたとおり、RIF は OATP1B1/1B3 に対して強い阻害能を有し、臨床においても
OATP1B1/1B3 を阻害する。ヒトおよびカニクイザル肝細胞ともに RIF の濃度依存的な
[3H]DHEAS 取り込み阻害が認められた。また、非標識 DHEAS（300 μM）存在下におい
ても[3H]DHEAS 取り込み阻害が認められた。したがって、[3H]DHEAS の肝取り込みは







Fig. III-3 Inhibitor effect of RIF on  [3H]DHEAS uptake into human (A) and 
monkey (B) hepatocytes (○, control; ●, RIF; □, unlabeled 300 μM DHEAS). Each 
point represents the mean ± S.E. (n=3).  Time profiles of [3H]DHEAS uptake into 
human (A) and monkey (B). The uptake was determined at 37oC (●) and 4oC (○). 





第 4項 カニクイザルを用いた DDI試験 
これまでの in vitroによる検討により、DHEASは主に OATP1B1/1B3によって肝細
胞に取り込まれること、並びに OATP阻害剤である RIFがその取り込みを阻害することが
示された。DHEASが OATP1B1/1B3を介した DDIのバイオマーカーとして利用可能かど





基質と 2 mg/kgの RIFを単回経口投与した（第二期）。さらに休薬期間を経て、同じカニク
イザル 4頭にカクテル基質と 10 mg/kgの RIFを単回経口投与した（第三期）。投与後経時
的に採血し、LC-MS/MS を用いてカクテル基質および DHEAS の血漿中濃度を測定した。
まずは RIF のカニクイザルにおける 4 つのスタチン（atorvastatin、pitavastatin、
pravastatin、rosuvastatin）およびmidazolamの体内動態に与える影響を評価した。 
血漿中濃度推移を Fig. III-4に、薬物動態パラメータを Table. III-2に示す。2 mg/kg
の RIF 併用によって、Cmaxおよび AUC はコントロールと比較してそれぞれ 2.6倍および
2.3 倍  (atorvastatin)、3.7 倍および 3.4 倍  (pitavastatin)、4.4 倍および 2.9 倍 
(rosuvastatin)に上昇した。10 mg/kgの RIF併用時にはさらに上昇が認められ、Cmaxおよ
び AUCの上昇倍率はそれぞれ 11.0倍および 12.9倍(atorvastatin)、10.6倍および 11.3倍 
(pitavastatin)、28.0倍および 14.6倍 (rosuvastatin)であった。Pravastatinは第一期およ
び第二期の多くの血漿中濃度が検出限界以下(3 ng/mL)であったため、Cmaxおよび AUC は







Fig. III-4  Effect of RIF on plasma concentration-time profiles of atorvastatin (A), 
pitavastatin (B), rosuvastatin (C), and midazolam (D) after oral administration to 
male cynomolgus at dose of each 1 mg/kg (○, control; ▲, with 2 mg/kg RIF; ■, with 





























  Pharmacokinetic parameters of atorvastatin, pitavastatin, rosuvastatin, and 
midazolam after oral administration of test-drugs (1 mg/kg, each) with and without 
RIF (2 or 10 mg/kg) in cynomolgus monkeys  
Each value represents the mean ± S.D. (n=4). 
 
    Cmax tmax AUC0-last 
 
    (ng/mL) (h) (ng•h/mL) 
 
Atorvastatin                     
 
control 5.28 ± 3.9 0.5 ± 0.0 9.71 ± 3.49 
 
 
+2 mg/kg RIF 12.2 ± 7.3* 0.6 ± 0.3 22.5 ± 11.4* 
 
  +10 mg/kg RIF 49.1 ± 21.4* * 0.5 ± 0.0 115 ± 16c   
Pitavastatin                     
 
Control 21.2 ± 17.1 1.3 ± 0.9 67.1 ± 25.1 
 
 
+2 mg/kg RIF 87.1 ± 89.2 1.0 ± 0.7 225 ± 92* * 
 
  +10 mg/kg RIF 188 ± 91* 1.9 ± 1.5 685 ± 213* *   
Rosuvastatin                     
 
Control 37.8 ± 16.7 5.1 ± 3.6 213 ± 77 
 
 
+2 mg/kg RIF 190 ± 181 1.1 ± 0.6 641 ± 291* 
 
  +10 mg/kg RIF 908 ± 526* 0.9 ± 0.8 2942 ± 888 ***    
Midazolam                     
 
Control 9.68 ± 5.02 1.8 ± 0.5 27.5 ± 11.4 
 
 
+2 mg/kg RIF 9.02 ± 2.55 1.8 ± 0.5 23.9 ± 4.1 
 
  +10 mg/kg RIF 10.0 ± 3.2 2.3 ± 1.3 31.4 ± 8.0   
* P < 0.05, compared to the control values obtained without RIF administration  
* * P < 0.01. 




10 mg/kgの RIF投与により、DHEASの Cmaxおよび AUCはともに約 2倍に増加した。低
投与量である2 mg/kgのRIF併用によるCmaxおよびAUCの上昇はともに約1.2倍であり、
血漿中の内因性 DHEAS濃度に与える RIFの影響は RIFの投与量依存的であった。OATP







Fig. III-5  Effect of RIF on plasma concentration-time profiles of DHEAS after 
RIF oral administration to male cynomolgus monkey (○, control; ▲, with 2 mg/kg 
RIF; ■, with 10 mg/kg RIF). 
 
Animal No.1 Animal No.2







  Pharmacokinetic parameters of DHEAS after oral administration of RIF to male 
cynomolgus monkey (control, 2 or 10 mg/kg RIF).  
Each value represents the mean ± S.D (n=4) 
 
    Cmax AUC0.5-8h 
    (ng/mL) (ng•h/mL) 
DHEAS 





83.3 ± 38.3 
  
530 ± 282  
 
+2 mg/kg RIF 
 
101 ± 38.0 
  
609 ± 240*  
  +10 mg/kg RIF 
 
165 ± 80* 
  
1030 ± 550*  
*p < 0.05, compared to the control values obtained without RIF administration 
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込みは OATPに阻害作用を有する RIFにより濃度依存的に阻害された（Fig. III-2、III-3）。
既にアフリカツメガエルの卵母細胞や OATP 発現細胞を用いた検討から DHEAS は
OATP1B1や OATP1B3の基質になることが報告されている 46, 122-124))。本研究結果と併せ
て、DHEAS の肝細胞取り込みには OATP が関与することが示唆された。またカニクイザ
ルを用いた in vivo試験において、RIFの用量依存的に血漿中 DHEASの Cmaxおよび AUC
の上昇が観測された（Fig. III-5、Table III-3）。 
カニクイザルとヒトの間で OATP1B1および OATP1B3 の遺伝子配列並びにアミノ酸
の配列相同性が高いとの報告がある 73、74)。また前章でカニクイザルが OATP1B1/1B3を介
した in vivo DDIの評価モデル動物として有用であることを示した。加えて、他の研究者か





DHEAS の肝取り込みに関与する OATP 以外のトランスポーターの寄与を検討するた
め、DHEAS の肝取り込みの Na+依存性を測定した。肝細胞には OATP 以外に
Na+-taurocholate cotransporting polypeptide（NTCP）が胆汁酸などを肝に取り込むトラ
ンスポーターとして発現しており、NTCPはその名のとおり、Na+依存的に胆汁酸を輸送す
る 126, 127)。ヒト肝細胞においては Na+非存在下でも DHEASの取り込み活性は低下しなか
ったが、カニクイザル肝細胞においては Na+非存在下で取り込み活性が約 60%に低下した












カニクイザルを用いた in vivoの実験によって、RIFの投与量依存的に OATPの基質で
あるスタチンの血漿中濃度を上昇させ、一方、CYP3A基質であるmidazolam130-132)は RIF
により影響を受けないことを示した（Fig. III-4、Table. III-2）。RIFは OATP阻害剤とし
て用いられており、臨床においては RIF の併用によりスタチン類の血漿中濃度 AUC がそ
れぞれ、6.8-8.5倍（atorvastatin）、6.7倍（pitavastatin）、2.3倍（pravastatin）に上昇
することが報告されている 95-98)。最近、カニクイザルを用いて rosuvastatinや pitavastatin


















Fig. III-5のように 10 mg/kgの RIFによって血漿中 DHEAS濃度上昇したことから、
DHEASが肝臓の OATP活性を観察できるバイオマーカーになる可能性を示した。DHEAS
の濃度上昇の程度はスタチンの濃度上昇よりも低かったが、スタチンを投与しなくても






た。まずは RIFの NTCP阻害の可能性を考えた。カニクイザル肝細胞の DHEAS取り込み
に一部 NTCPが寄与することが in vitroの検討より示されたが、RIFのヒト NTCPに対す
る IC50値は 277 μMであり、その阻害作用は強くない 106)。NTCPと BSEPの共発現細胞
系においても、高濃度の RIF（100 μM）によりタウロコール酸の輸送を約 50%阻害する程
度であった 134)。 RIFのカニクイザル NTCPに対する阻害作用は報告されていないが、ヒ
トと同程度と仮定すると、in vivoでは RIFは NTCPをほとんど阻害していないと考えら
れ、血漿中 DHEAS 濃度上昇の原因にはならないと考えられる。DHEAS は、さらに他の
トランスポーターとして organic solute transporter（OST）や OAT3の基質になる。しか
し、RIF が OST を阻害するといった情報はなく、また OAT3 発現細胞を用いた検討で





間以上必要であ 110)、また酵素誘導によって影響を受けやすい CYP3A の基質である
midazolam の血漿中濃度はほとんど変化がなかったことから、硫酸抱合酵素の誘導が原因
であるとは考えにくい。 
血漿中 DHEAS濃度の上昇が RIFによる OATP阻害だけとは限らず、RIFと DHEAS
の DDI 機構についてさらなる検討が必要であると考えられるが、本研究は DHEAS が
OATP1B1/1B3上での DDIを予測するバイオマーカーとして有用であることを強く示唆し
た最初の報告である。ヒトにおいても DHEASが OATP活性のバイオマーカーとして有用

















現在のトランスポーターを介した DDI 研究はトランスポーター発現系を用いた in 
vitroの阻害試験が主に実施されている。この in vitro阻害試験の結果は臨床で DDI試験が
必要かどうかの判断に用いられているに過ぎず、ヒトでの DDI を予測できる in vivoの動









その結果、DHEAS の肝取り込みには OATP1B1/1B3 が関与することが示され、またカニ
クイザルにおいてOATPの阻害剤であるRIF投与により血漿中DHEAS濃度が上昇するこ
とを示すことができた。本結果は DHEASが OATP1B1/1B3を介した DDIのバイオマーカ
ーとして有用であることを強く示唆した最初の報告である。ヒトにおいても DHEAS が
OATP1B1/1B3を介した DDIのバイオマーカーとして有用であれば、医薬品開発の最初の
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